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Lipases e CO2 supercrítico (CO2-SC) têm sido estudados devido às várias 
vantagens de utilização dessas duas tecnologias que, quando atreladas, podem 
gerar benefícios em processos biocatalíticos. Dentre as principais vantagens do uso 
de CO2-SC como solvente, destacam-se suas propriedades críticas (30,9782 °C e 
73,773 bar), não toxicidade, fácil separação do meio reacional e alta difusividade 
facilitando a transferência de massa da mistura reacional. Lipases como 
biocatalisadores, por sua vez, são alternativas para contornar problemas 
relacionados à catálise química e suas vantagens como variedade de atividade 
catalítica, estabilidade e diversidade a especificidade do substrato facilitam a sua 
atuação em processos enzimáticos de catálise de diversas indústrias. Sendo assim, 
foi desenvolvido um processo de produção de sólido fermentado com atividade 
lipolítica, com a finalidade de gerar um biocatalisador de baixo custo e realizar sua 
aplicação em biocatálise. Neste trabalho, foi estudado o efeito da pressurização com 
CO2 na reação modelo de síntese do oleato de etila catalisada por um sólido 
fermentado contendo lipases de Burkholderia contaminans. O sólido fermentado 
produzido apresentou teor de umidade de 10%, atividade de hidrólise contra óleo de 
oliva de 129 U g-1SS (unidades por grama de sólido fermentado seco) e atividade de 
esterificação de 6,5 U g-1SS com ácido oleico e etanol. Nos estudos da 
pressurização com CO2 na síntese do oleato de etila em reator batelada, CO2 nos 
estados sub e supercrítico foram avaliados e a pressurização com CO2 subcrítico (30 
bar) no meio reacional favoreceu a conversão da reação, atingindo-se 22,1% de 
conversão em 6 h de reação, essa foi a maior conversão obtida quando comparada 
às demais pressões estudadas. Em sistema pressurizado com CO2 subcrítico (30 
bar), a adição de água ao meio reacional proporcionou um aumento na conversão, 
com máxima conversão (40,6%) atingida com a adição de 9% de água em 6 h de 
reação. O efeito do CO2 na síntese do oleato de etila foi avaliado através da cinética 
da reação e obteve-se 74,1% de conversão em 48 h a 30 bar, 40 °C e 200 rpm, 
utilizando 12% de sólido fermentado (em relação à massa de ácido oleico), razão 
molar entre os reagentes 1:3 (ácido oleico:etanol) e 9% de água destilada (em 
relação à massa de ácido oleico), enquanto que sem CO2 e nas mesmas condições 
a conversão obtida foi de 71,2% no mesmo tempo reacional. Os resultados 
indicaram que não houve diferenças significativas entre o sistema pressurizado e 
não pressurizado. Também foi realizada a avaliação da estabilidade da atividade 
lipolítica das lipases contidas em sólido fermentado frente à exposição ao CO2-SC 
em uma célula de equilíbrio de aço inox, usando temperatura de 40 °C, pressão de 
100 bar, variando os tempos de exposição com tempo máximo de 8 h. Os 
experimentos de exposição do sólido fermentado ao CO2-SC mostraram que houve 
uma queda pouco significativa na sua atividade de hidrólise, obtendo 93% de 
atividade residual no tempo máximo de exposição.  
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Lipases and supercritical CO2 (CO2-SC) have been studied due to the 
several advantages of using these two technologies which, when coupled, can 
generate benefits in biocatalytic processes. Among the main advantages of using 
CO2-SC as a solvent, its critical properties (30,9782 °C e 73,773 bar), non-toxicity, 
easy separation of the reaction medium and high diffusivity facilitating the mass 
transfer of the reaction mixture stand out. Lipases as biocatalysts, in turn, are 
alternatives to circumvent problems related to chemical catalysis and its advantages 
such as variety of catalytic activity, stability and diversity the specificity of the 
substrate facilitates its performance in enzymatic catalysis processes of various 
industries. Thus, it was developed a process of production of fermented solid with 
lipolytic activity, with the purpose of generating a low cost biocatalyst and making its 
application in biocatalysis. In this work, the effect of CO2 pressurization on the 
synthesis reaction of ethyl oleate catalysed by a fermented solid containing 
Burkholderia contaminans lipases was studied. The resulting fermented solid had a 
moisture content of 10%, hydrolysis activity against olive oil of 129 U g-1SS (units per 
gram of dry fermented solid) and esterification activity of 6.5 U g-1SS with oleic acid 
and ethanol. In studies of CO2 pressurization in the ethyl oleate synthesis in a batch 
reactor, CO2 in the sub and supercritical states were evaluated and pressurization 
with subcritical CO2 (30 bar) in the reaction medium favored reaction conversion, 
reaching 22.1% conversion in 6 h of reaction, this was the highest conversion 
obtained when compared to the other pressures studied. In pressurized system with 
subcritical CO2 (30 bar), the addition of water to the reaction medium provided an 
increase in conversion, with maximum conversion (40.6%) achieved with the addition 
of 9% of water in 6 h of reaction. The effect of CO2 on ethyl oleate synthesis was 
evaluated by reaction kinetics and a 74.1% conversion at 48 h at 30 bar, 40 °C and 
200 rpm was obtained using 12% fermented solid (relative to oleic acid mass), 1:3 
molar ratio of reactants (oleic acid: ethanol) and 9% distilled water (relative to oleic 
acid mass), while without CO2 and under the same conditions the conversion 
obtained was 71.2% at the same reaction time. Results indicated that there were no 
significant differences between the pressurized and non-pressurized system. The 
stability of the lipolytic activity of the lipases contained in fermented solid on CO2-SC 
exposure in a stainless steel equilibrium cell was evaluated using a temperature of 
40 °C, a pressure of 100 bar, varying the exposure times with maximum time 8 h. 
Exposure experiments of the fermented solid to CO2-SC showed that there was a 
slight decrease in its hydrolysis activity, obtaining 93% residual activity at the 
maximum exposure time. 
 
Keywords: lipases; Burkholderia contaminans; solid state fermentation; subcritical 
carbon dioxide; supercritical carbon dioxide; esterification; ethyl oleate. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 
As lipases possuem vantagens que propiciam a sua aplicação em 
biocatálise, favorecendo assim a sua utilização em processos de diversas indústrias. 
Atividade e estabilidade das lipases em meios não aquosos, permite, por exemplo, a 
sua aplicação na síntese de ésteres através de reações de esterificação e 
transesterificação. Sua considerável enantiosseletividade e regiosseletividade 
facilitam a síntese de produtos de alta pureza (BEZBORODOV & ZAGUSTINA, 
2014; JAEGER et al, 1999; SCHMID & VERGER, 1998). No entanto, mesmo com 
tantas vantagens da utilização de lipases, o alto custo associado a enzimas 
comerciais é um dos problemas que dificultam a sua utilização. Portanto, o 
desenvolvimento de métodos alternativos para a produção de enzimas é de suma 
importância para minimizar esses custos.  
Dentre as metodologias para produção de enzimas, em especial as lipases, 
a fermentação em estado sólido (FES) é uma tecnologia bem consolidada e viável. 
Através da FES pode-se produzir um sólido fermentado seco contendo lipases, que 
pode ser utilizado como biocatalisador diretamente no meio reacional sem 
necessidade extração e imobilização da enzima. Além disso, existem outras 
vantagens da FES, como utilização de resíduos agroindustriais de baixo custo para 
a produção do sólido fermentado (ZAGO et al, 2014; SOARES et al, 2013; SALUM 
et al, 2010; FERNANDES et al, 2007).  Assim, o sólido fermentado contendo lipases 
é uma alternativa viável e que se agrega aos conceitos da química verde, devido à 
utilização desses resíduos, podendo substituir enzimas comerciais em reações de 
síntese enzimática, diminuindo o custo do processo. 
Na síntese enzimática, vários sistemas reacionais vêm sendo estudados, 
dentre os quais: os meios com solventes orgânicos, meios livres de solvente e 
líquidos iônicos. Outros sistemas reacionais menos estudados são aqueles que 
utilizam fluidos supercríticos, dentre os quais o mais comumente utilizado é o dióxido 
de carbono supercrítico (CO2-SC). Este sistema se destaca por ter muitas vantagens 
quando comparado com solventes orgânicos, como propriedades críticas brandas 
(temperatura crítica de 30,9782 °C e pressão crítica de 73,773 bar), não-toxicidade, 
não-inflamabilidade, grande disponibilidade, fácil separação do meio reacional, baixa 




orgânicos e proporcionar melhora nas conversões das reações (NIST, 2019; DIAS et 
al, 2018; TSITSIMPIKOU et al, 1998).  
Enzimas podem ser ativadas ou inativadas pelo CO2-SC. Isso ocorre devido 
à alteração em sua conformação estrutural ou por remoção de água necessária para 
o microambiente da enzima em etapas de despressurização do sistema. Por outro 
lado, pode haver melhoras na atividade enzimática após exposição das enzimas ao 
CO2-SC. As alterações na atividade enzimática são dependentes da origem da 
enzima, do método de imobilização, das características do suporte e das condições 
experimentais dos ensaios (LIU et al, 2013b; MELGOSA et al, 2015). Sendo assim, 
estudos sobre a influência da exposição de lipases ao CO2-SC são de suma 
importância para verificar sua estabilidade frente a esse fluido, auxiliando assim sua 
aplicação em diversas reações.  
A síntese enzimática utilizando sólido fermentado contendo lipases possui o 
obstáculo da baixa produtividade, que está relacionada aos tempos de reações 
muito longos para se atingir a conversão máxima. Entretanto, uma vez que lipases 
podem apresentar estabilidade em fluidos supercríticos, a utilização de CO2-SC no 
meio reacional pode se tornar um sistema viável para a redução do tempo de reação 
devido às suas vantagens, como por exemplo, sua alta difusividade, permitindo que 
a reação ocorra mais rapidamente (DIAS et al, 2018; REZAEI et al, 2007a).  
A proposta deste trabalho é avaliar o efeito da pressurização com CO2 em 
reação de esterificação etílica catalisada pelas lipases de Burkholderia contaminans 
LTEB11 contidas no sólido fermentado em reator batelada com agitação mecânica, 
visando o favorecimento na conversão em éster a partir de uma metodologia 






2.1 OBJETIVO GERAL  
 
Estudar o efeito da pressurização com CO2 na reação de síntese do oleato 
de etila por esterificação, utilizando como catalisador o sólido fermentado contendo 
lipases de Burkholderia contaminans LTEB11 em reator batelada. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
? Avaliar a influência da exposição ao CO2-SC na estabilidade da atividade 
lipolítica das lipases contidas no sólido fermentado, através da cinética de 
exposição.  
 
? Avaliar a influência das variáveis de processo na reação de esterificação, 
como a adição de água, a variação de pressão, agitação e quantidade de 
sólido fermentado. 
 
? Selecionar as condições ótimas para a conversão e realizar a cinética da 
síntese do oleato de etila com CO2 no meio reacional utilizando o sólido 










As lipases são classificadas como triacilglicerol éster hidrolases (EC 3.1.1.3). 
Sua principal função é catalisar reações de hidrólise de triglicerídeos de cadeia 
longa (contendo 10 ou mais átomos de carbono) na interface água/óleo, formando 
como produto di ou monoglicerídeos, glicerol e ácidos graxos (Figura 1). A atividade 
de lipases está relacionada com o posicionamento da enzima frente à interface 
lipídica, onde ocorre a ativação interfacial que se dá através da interação entre o 
sítio ativo da enzima e a interface água/óleo. O sítio ativo da maioria das lipases é 
coberto por uma “tampa” hidrofóbica que se abre quando entra em contato com essa 
interface (JAEGER et al, 1999). Lipases podem catalisar vários tipos de reações, 
sejam elas de hidrólise e de síntese de ésteres e a especificidade ao substrato das 
lipases é muito ampla, aceitando vários substratos nos diferentes tipos de reações. 
Elas possuem atividade e estabilidade em meio de solventes orgânicos e 
apresentam considerável enantiosseletividade e regiosseletividade, o que é de 
grande interesse para a síntese de produtos de alta pureza, em processos que 
minimizam o surgimento de reações secundárias indesejadas (BEZBORODOV & 
ZAGUSTINA, 2014; SCHMID & VERGER, 1998).  
 
 




























3.1.2 Fontes, características e produção   
 
Lipases podem ser provenientes de microrganismos (fungos e bactérias), 
plantas ou animais. As lipases microbianas possuem grande interesse 
biotecnológico e são mais úteis, pois possuem vantagens quando comparadas às 
lipases de origem vegetal ou animal, o que as torna mais atraentes para aplicações 
industriais. As vantagens das lipases microbianas são: variedade de atividade 
catalítica, estabilidade, alta especificidade ao substrato, facilidade de manipulação e 
fácil crescimento do microrganismo em meios baratos. Lipases podem atuar em 
processos de diversas indústrias, como por exemplo, alimentícia, farmacêutica, 
cosmética, detergente, laticínios, bebidas, ácidos graxos e papel (SARMAH et al, 
2017; HASAN et al, 2006). 
As lipases bacterianas podem ser intracelulares, ligadas à membrana ou 
extracelulares e sua produção é feita por fermentação (SARMAH et al, 2017; 
HASAN et al, 2006), onde, por exemplo, ao final da fase de crescimento das células 
bacterianas, ocorre o surgimento das lipases extracelulares no meio de cultura 
(JAEGER et al, 1994).  
As fermentações podem ser do tipo submersa ou em estado sólido. A 
fermentação submersa (FS) se desenvolve em um meio fermentativo líquido, com 
presença de água livre e os nutrientes são solúveis no meio de cultivo (DAMASO & 
COURI, 2019). Já a FES se desenvolve em uma matriz sólida que pode servir como 
fonte de nutrientes para o microrganismo ou apenas um suporte impregnado pelos 
nutrientes. O meio de cultivo da FES se assemelha ao ambiente natural de 
desenvolvimento do microrganismo, pois deve possuir uma quantidade mínima de 
água livre, onde o substrato sólido da fermentação possui umidade suficiente para 
proporcionar o crescimento do microrganismo e a secreção de enzimas (CASTRO & 
SATO, 2015; SINGHANIA et al, 2009). 
A FES tem ganhado espaço em relação à FS, sendo que uma das 
vantagens desse tipo de fermentação é a produção de um biocatalisador de baixo 
custo, devido à utilização de resíduos agroindustriais como matriz sólida (CORADI et 
al, 2013). Outras vantagens da FES são: o próprio sólido atua como suporte para as 
lipases, ou seja, a imobilização das lipases no suporte sólido ocorre de forma 
natural, a simplicidade de processamento, as menores demandas energéticas e o 




evitando etapas de extração, purificação e imobilização das enzimas (SALUM et al, 
2010; FERNANDES et al, 2007). Entretanto, o desenvolvimento da FES em grande 
escala é limitado devido à falta de homogeneidade do meio de cultivo e dificuldades 
no controle de parâmetros como temperatura, umidade, pH, aeração e transferência 
de oxigênio (COUTO & SANROMÁN, 2006).  
 
3.1.3 Aplicação de sólido fermentado contendo lipases na síntese de ésteres  
 
Com o intuito de reduzir os custos de processos enzimáticos de catálise, 
pesquisadores do Laboratório de Tecnologia Enzimática e Biocatálise (LTEB) da 
Universidade Federal do Paraná (UFPR) têm desenvolvido estudos, desde o ano de 
2004, que envolvem a produção de lipases por fermentação em estado sólido e a 
aplicação de sólidos fermentados secos como biocatalisador. Os microrganismos 
mais utilizados pelo grupo de pesquisa para a produção de lipases são a bactéria 
Burkholderia contaminans e o fungo Rhizopus microsporus.  
B. contaminans LTEB11, reclassificada por Alnoch et al (2018) e 
denominada anteriormente como Burkholderia cepacia, é uma espécie integrante do 
complexo B. cepacia, um grupo de bactérias gram-negativas e que podem ser 
facilmente encontradas na natureza. A cepa desta bactéria, também utilizada neste 
trabalho, produz uma lipase (LipBC) com massa molecular de aproximadamente 33 
kDa, que apresenta maior atividade lipolítica  55 °C e estabilidade em solventes 
orgânicos, como por exemplo, butanol, tolueno, hexano e heptano, quando incubada 
por 1 h a 30 °C (LIMA et al, 2004).  
Alguns trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa mostram a aplicação 
do sólido fermentado em biocatálise, principalmente na síntese de ésteres de 
biodiesel. Por definição, ésteres alquílicos que compõem o biodiesel podem ser 
sintetizados por reações de transesterificação ou esterificação utilizando álcoois de 
cadeia curta de origem metílica ou etílica. Na reação de transesterificação, o 
triacilglicerol utilizado como substrato presente em óleos ou gorduras reage com um 
álcool produzindo os ésteres alquílicos e glicerol como subproduto (Figura 2), 
enquanto que na reação de esterificação, o ácido graxo livre utilizado como 







FIGURA 2 – REAÇÃO DE TRANSESTERIFICAÇÃO CATALISADA POR LIPASES 
 
 
FIGURA 3 – REAÇÃO DE ESTERIFICAÇÃO CATALISADA POR LIPASES 
 
Pioneiramente, Fernandes et al (2007) utilizaram torta de milho para produzir 
um sólido fermentado liofilizado contendo lipases de B. cepacia aplicando o sólido 
fermentado seco diretamente ao meio reacional a fim de catalisar reação de 
esterificação e transesterificação. Na reação de esterificação, foram utilizados como 
substratos ácido oleico e etanol, n-heptano como solvente, sendo relatada uma 
conversão de 94% em 18 h na síntese do oleato de etila. Na reação de 
transesterificação, foram obtidos 95% de conversão em 120 h utilizando como 
substratos da reação etanol e óleo de milho em presença de n-heptano como 
solvente. 
Na sequência, Salum et al (2010) otimizaram a produção de sólido 
fermentado contendo lipases de B. cepacia, utilizando farelo de semente de girassol 
e bagaço de cana como substratos sólidos. O sólido fermentado possuía o dobro da 
atividade obtida por Fernandes et al (2007), sob a mesma metodologia de análise, 
tendo sido aplicado para catalisar a reação de transesterificação entre o óleo de soja 
e etanol em reator de leito fixo em um sistema livre de solvente, obtendo-se 
conversão em ésteres de 95% após 46 h de reação. 
Soares et al (2013), posteriormente, realizaram a otimização da produção de 
ésteres etílicos por esterificação utilizando um reator de leito fixo preenchido com 
sólido fermentado produzido com a mesma bactéria, com meio reacional composto 






































soja (FA-SSAO) em água subcrítica e etanol em um sistema livre de solvente, 
obtendo conversão de 92% em 31 h. 
Dias et al (2017) estudaram o escalonamento do processo de síntese de 
ésteres otimizado por Soares et al (2013), utilizando sólido fermentado produzido 
com os substratos farelo de semente de girassol e bagaço de cana e a bactéria 
Burkholderia lata (anteriormente denominada Burkholderia cepacia). O sólido 
fermentado foi usado para catalisar a esterificação da oleína com o etanol em 
sistema livre de solventes, com a utilização de biorreator de leito fixo com três 
colunas em série. A escala do processo foi aumentada em dez vezes, obtendo-se 
88% conversão em 24 h. 
Botton et al (2018) realizaram a produção de sólido fermentado contendo 
lipases de Rhizopus microsporus CBPQA 312-07 DRM usando bagaço de cana 
enriquecido com ureia, óleo de soja e uma solução mineral. O sólido fermentado 
seco foi utilizado para catalisar a síntese de alquil-ésteres por esterificação em um 
sistema livre de solventes contendo etanol e ácido oleico e FA-SSAO. As 
conversões foram de 98% e 86%, para ácido oleico e FA-SSAO, respectivamente, 
após 48 h a 40 °C.  
Diante do bom desempenho da utilização de sólido fermentado na síntese 
de ésteres de biodiesel, seu potencial catalítico motivou estudos na síntese de 
produtos da química fina. Todo Bom (2014) realizou a resolução do (R,S)-1-fenil-1-
etanol catalisada por lipases do mesmo sólido fermentado de Rhizopus microsporus 
utilizado por Botton et al (2018),  com n-heptano como solvente e acetato de 
isopropenila como doador acila.  Foi obtida conversão de 23% em 96 h e os 
resultados indicaram a enantiopreferência das lipases para o isômero S do 
racemato.  
Posteriormente, Villalobos et al (2018) otimizaram a produção de um sólido 
fermentado contendo lipases de B. contaminans LTEB11 (anteriormente 
denominada  B. cepacia e B. lata), utilizando um meio de cultivo composto por 
bagaço de cana e óleo de soja como indutor da produção de lipases e, em seguida,  
utilizaram esse sólido fermentado seco para a síntese de éster de açúcar.  Foi feito o 
escalonamento da reação de acetilação de metil-α-D-glucopiranosídeo com acetato 
de vinila, obtendo-se como produto principal o metil-α-D-6-O-acetilglucopiranosídeo, 




Outros grupos de pesquisa também desenvolveram estudos sobre a 
aplicação de sólidos fermentados contendo lipases, provenientes de diferentes 
microrganismos, como biocatalisadores. Aguieiras et al (2019) estudaram a 
aplicação de sólido fermentado, a partir do substrato sólido farinha de algodão e 
contendo lipases fungicas de Rhizomucor miehei,em reações de esterificação do 
ácido oleico e transesterificação do óleo ácido de macaúba, ambos com etanol e em 
sistema livre de solvente. Na reação de esterificação foi obtido aproximadamente 
85% de conversão em 4 h de reação, enquanto na reação de transesterificação 
obtiveram cerca de 75% de conversão em 24 h de reação.  
Silva et al (2019) aplicaram sólido fermentado de farelo de soja utilizando 
lipases da levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 na reação de esterificação 
entre vários ácidos graxos e etanol. Utilizando ácido oleico, a conversão foi de 
aproximadamente 80% em 24 h de reação em sistema livre de solvente. Resultados 
semelhantes foram alcançados com ácidos esteárico (79%) e palmítico (82%) 
utilizando as mesmas condições, enquanto que com ácido linoleico foi obtido 90% 
de conversão com presença de n-hexano como solvente na reação. 
Martínez-Ruiz et al (2018) utilizaram o fungo Rhizopus microsporus e o 
substrato inerte Perlite foi utilizado como suporte para a produção de lipases por 
FES. A reação de esterificação para produzir oleato de etila foi realizada em reator 
de tanque agitado continuamente com n-hexano como solvente, permitindo 
conversões de substrato de aproximadamente 90% durante 14 h de reação. 
Liu et al (2013a) produziram lipases de Burkholderia cenocepacia via FES, 
utilizando como substrato sólido uma mistura de bagaço de cana e farelo de 
semente de girassol e aplicaram na reação de transesterificação entre o óleo de soja 
e etanol contendo t-butanol como solvente no meio reacional e obtiveram 86% de 
conversão em 96 h de reação. 
Estes trabalhos mostram que a utilização de sólidos fermentados contendo 
lipases em processos de síntese de ésteres é viável, uma vez que os autores 
obtiveram bons resultados de conversão. Entretanto, ainda existem problemas da 
utilização destes sólidos como biocatalisadores, sendo um dos principais o longo 
tempo de reação para se atingir a máxima conversão. A utilização de CO2 no meio 
reacional pode contribuir para a redução dos tempos e aumentar a produtividade dos 





3.2 CO2 SUPERCRÍTICO COMO MEIO REACIONAL EM BIOCATÁLISE 
 
3.2.1 Definição e características 
 
Fluido supercrítico é toda substância que se encontra em uma pressão e 
temperatura acima do seu ponto crítico, onde não existe distinção entre as fases 
líquida e gasosa (Figura 4).   
 
 
FIGURA 4 - DIAGRAMA DE FASES DO CO2 (PC: PRESSÃO CRÍTICA E TC: 
TEMPERATURA CRÍTICA).  
FONTE - Adaptado de SANDERS (1993). 
 
Em condições supercríticas, os fluidos possuem suas propriedades variando 
entre as de um líquido e as de um gás, onde sua densidade se assemelha à de um 
líquido, sua viscosidade, à de um gás e sua difusividade é intermediária. Fluidos 
supercríticos possuem alta difusividade, baixa toxicidade, fácil processamento e 
baixo impacto ambiental. Vantagens em se utilizar fluidos supercríticos como 
solventes em reações estão relacionadas à interação do fluido supercrítico com o 




forma de melhorar essa interação com o meio reacional, como por exemplo, a 
manipulação da densidade através da mudança na pressão ou temperatura pode 
acarretar alterações na solubilidade do fluido supercrítico no meio reacional (DIAS et 
al, 2018; HABULIN & KNEZ, 2001).  
O CO2-SC é um fluido supercrítico que tem gerado uma atenção crescente 
na atuação como solvente em diversas reações devido às suas propriedades 
críticas, apresentando temperatura crítica de 30,9782 °C e pressão crítica de 73,773 
bar (NIST, 2019). Outras vantagens do CO2-SC são: atóxico, fácil disponibilidade, 
fácil separação do meio reacional sem deixar resíduos e baixa viscosidade e alta 
difusividade, o que facilita a transferência de massa da mistura reacional (DIAS et al, 
2018; LIU et al, 2013b).  
 
3.2.2 Efeito do CO2 supercrítico na atividade enzimática de lipases 
 
O estudo do comportamento de enzimas em ambientes não aquosos tem 
sido explorado em reações de síntese e resoluções de compostos quirais a fim de 
compreender, dentre outras coisas, a atividade, estabilidade e capacidade catalítica 
das enzimas nesse tipo de ambiente. A utilização de enzimas em fluidos 
supercríticos é explorada como uma alternativa de melhorar a atividade enzimática 
em ambientes não aquosos (HABULIN & KNEZ, 2001). 
Lipases podem ser ativadas quando expostas a fluidos supercríticos. 
Estudos comprovam que a ativação de lipases pode ocorrer através de uma 
mudança conformacional em sua estrutura, provocando a movimentação da “tampa” 
que recobre o sítio ativo, deixando-o exposto facilitando a ligação com a interface 
lipídica (MELGOSA et al, 2015; CHEN et al 2013a; CHEN et al, 2013b). O aumento 
da atividade enzimática também está relacionado à afinidade entre o CO2-SC e a 
lipase, pois o fluido sob alta pressão, seja no estado sub ou supercrítico, possui 
baixa polaridade, o que contribui para a interação entre o CO2 e os sítios ativos não 
polares da lipase (NYARI et al, 2018). Além disso, por suas propriedades físico-
químicas (por exemplo, poder de solvência, viscosidade e difusividade), o sistema 
CO2-SC se assemelha ao ambiente hidrofóbico proporcionado por solventes como n-
hexano e n-heptano, que são reconhecidamente capazes de proporcionar maior 
atividade e estabilidade de lipases em meios não aquosos (MELGOSA et al, 2015; 




Porém, uma desvantagem na utilização do CO2-SC é que ele pode extrair 
água essencial do microambiente da enzima, causando sua desativação. A 
mudança na atividade enzimática depende da fonte e natureza da enzima, do 
método de imobilização, das características do suporte e das condições 
experimentais (MELGOSA et al, 2015; LIU et al, 2013b; HABULIN & KNEZ, 2001). 
Como o desempenho de lipases em sistemas CO2-SC depende destes fatores, a 
investigação da estabilidade na atividade lipolítica das lipases expostas ao CO2-SC é 
de suma importância para viabilizar processos biocatalisados neste sistema.  
Alguns exemplos de estudos que reportam a estabilidade de lipases 
provenientes de diferentes microrganismos na forma livre ou imobilizada em CO2-SC 
são apresentados na Tabela 1. Os tempos de exposição das lipases ao CO2-SC 
variam de 25 min a 15 h e os melhores resultados obtidos pelos autores em relação 
às atividades lipolíticas residuais das lipases após as exposições variam de 89 a 
315%. Os experimentos são desenvolvidos em diferentes pressões e temperaturas 
no sistema.  
Observa-se que a atividade residual das lipases é variável de acordo com a 
condição experimental utilizada em cada sistema. As lipases na forma livre foram as 
que apresentaram atividades residuais acima de 100%, indicando ativação e 
estabilidade após exposição ao CO2-SC. Por outro lado, a maioria das lipases na 
forma imobilizada apresentou atividades residuais menores que 100%, indicando 
perda de atividade após exposição ao CO2-SC. Dentre as lipases imobilizadas, 
apenas Nyari et al (2018) obtiveram resultado de ativação da lipase comercial CALB 
imobilizada após a exposição ao CO2-SC com aumento de 215% na atividade 
residual, que os autores atribuíram à baixa polaridade do CO2-SC. Segundo 
Melgosa et al (2015), a atividade enzimática de lipases livres pode ser melhorada 
pela exposição ao CO2 nos estados sub ou supercrítico devido a alterações na 
estrutura conformacional da enzima, que levam a um estado aberto e mais ativo e à 
extração de água e impurezas da preparação enzimática; no caso das lipases 
imobilizadas, a água essencial no microambiente da enzima pode ser removida 
como resultado de um particionamento desfavorável entre o suporte e o CO2-SC, 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.2.3 Síntese enzimática de ésteres catalisada por lipases em sistema contendo 
CO2 supercrítico  
 
Uma vez que lipases podem apresentar estabilidade em fluidos 
supercríticos, a utilização de CO2-SC em reações de síntese de ésteres pode se 
tornar um sistema viável devido às suas vantagens, como por exemplo, 
propriedades críticas brandas e alta difusividade. Essas vantagens possibilitam que 
as reações sejam realizadas sob condições brandas de temperatura, além de 
favorecer o fenômeno de transferência de massa entre o substrato e o sítio ativo das 
lipases, permitindo que a reação ocorra mais rapidamente, ou seja, gerando 
conversões altas em menos tempo de reação, do que quando se utiliza apenas 
solventes orgânicos (DIAS et al, 2018; REZAEI et al, 2007a). 
Alguns autores estudaram o uso do CO2-SC no meio reacional em reações 
de síntese de ésteres, seja por transesterificação ou esterificação, utilizando lipases. 
Foram obtidos resultados que mostram a viabilidade do sistema CO2-SC e 
possibilidade de substituir solventes orgânicos.  
Badgujar et al (2019) estudaram a síntese de biodiesel em sistema CO2-SC 
utilizando como matérias-primas óleo de girassol e metanol na razão molar 1:7 
(óleo:metanol) catalisada pela lipase imobilizada Esteapsina (enzima digestiva 
encontrada no suco pancreático). Os autores relataram, em estudos preliminares, 
um aumento na conversão da reação quando utilizaram co-solvente, por exemplo, 
obtiveram 57% de conversão sem a utilização de co-solvente e obtiveram 67% de 
conversão utilizando 10% de t-butanol como co-solvente, ambas as reações a 45 °C, 
9,4 MPa após 15 h. Após otimização da reação, obtiveram  de 86% de conversão a 
10 MPa, 50 °C após 14 h de reação em presença de 10% de t-butanol como co-
solvente e utilizando 14% em massa de enzima em relação à quantidade de óleo, 
enquanto que, em sistema livre de CO2-SC, obtiveram apenas 48% de conversão a 
50 °C no mesmo tempo.   
Santos et al (2016) estudaram a síntese do oleato de metila em sistema 
CO2-SC através de uma reação equimolar a 0,1 M entre o ácido oleico e o metanol 
catalisada pela lipase comercial Lipozyme 435 imobilizada (160 mg de enzima) e 
obtiveram 74% de conversão a 10 MPa e 40 °C após 1 h de reação. Por fim, 
realizaram a reação sem CO2-SC e com n-hexano como solvente, e verificaram que 




reação com n-hexano, ambas realizadas sob as mesmas condições de temperatura, 
tempo e concentração de reagentes, indicando que o CO2-SC pode substituir o 
solvente orgânico, proporcionando aumento na conversão e reduzindo o tempo da 
reação. 
Colombo et al (2015) investigaram a síntese de biodiesel catalisada pela 
lipase comercial Novozym 435 em sistema CO2-SC a partir do óleo de soja e etanol 
na razão molar 1:9 (óleo:etanol), em um reator contínuo de leito expandido. 
Obtiveram conversão de 95% após 60 min de reação a 200 bar, 70 °C, 30 g de 
enzima e razão mássica 1:3 de substrato para solvente. Avaliaram também a 
influência da razão mássica entre o substrato (óleo de soja) e o solvente (CO2-SC); 
obtiveram 84,1% e 58,2% de conversão para razão 1:3 e 1:1 (substrato para 
solvente) respectivamente, após 30 min de reação a 200 bar, 70 °C e 40 g de 
enzima.  Esse resultado indica que a maior razão mássica de CO2-SC em relação ao 
substrato é benéfica para o aumento da conversão.  
Chen et al (2013a) estudaram a síntese do biodiesel em sistema CO2-SC 
utilizando óleo de soja e metanol na razão molar aproximada de 1:4 (óleo:metanol) 
catalisada pela lipase comercial de Candida rugosa na forma livre (20% em massa 
em relação à quantidade de óleo) e adicionando t-butanol (1,2 mL (v/v) em relação 
ao volume de óleo) como co-solvente. Obtiveram conversão de 87,2% após 3 h de 
reação a 100 bar e 40 °C, correspondendo a uma conversão relativa de 160% 
quando comparada ao controle da reação sem a presença do CO2-SC. O resultado 
indicou a eficiência do sistema CO2-SC no aumento de conversão e redução do 
tempo de reação. 
De maneira geral, os resultados mostraram altas conversões em curtos 
tempos de reação quando comparadas às conversões em sistema sem CO2-SC. 
Portanto, de acordo com os resultados apresentados na literatura, a utilização de 
CO2-SC no meio reacional na síntese de ésteres, com ou sem solventes orgânicos 
pode ajudar a alcançar altas conversões em menor tempo reacional, podendo ser 
uma alternativa a facilitar as reações catalisadas por sólido fermentado contendo 
lipases, uma vez que essas se procedem durante longos tempos de reação. 
 
3.2.4 Efeito do teor de água no meio reacional da síntese enzimática de ésteres 





O teor de água no meio reacional é um parâmetro importante em reações 
catalisadas por lipases, uma vez que enzimas necessitam de um mínimo teor de 
água no meio para manter sua conformação ativa. Em meios reacionais que 
contenham fluidos supercríticos, a água pode alterar as propriedades do sistema 
melhorando sua polaridade e a solubilidade dos reagentes e produtos no meio 
reacional. Em contrapartida, o excesso de água pode favorecer a reação de hidrólise 
de óleos ou gorduras contidos no meio reacional, além deslocar o equilíbrio 
termodinâmico da reação de esterificação no sentido reverso (de hidrólise).  
Portanto, um teor de água ótimo deve evitar a reação de hidrólise e garantir a 
conformação ativa das lipases. O teor ótimo de água deve ser investigado para cada 
tipo de lipase, pois varia com o tipo do biocatalisador e do suporte de imobilização, e 
com as características do meio reacional (AGUIEIRAS et al, 2015; REZAEI et al, 
2007b).  
Adição de água no meio reacional da síntese de ésteres por 
transesterificação e esterificação foi estudada como alternativa para melhorar a 
conversão na reação. Lee et al (2009) estudaram a síntese do biodiesel em sistema 
CO2-SC a partir de vários óleos e metanol na razão molar de 1:1,5 (óleo:metanol) 
catalisada pela lipase comercial Novozym 435 (20% em massa em relação a 
quantidade de óleo). As condições ótimas foram obtidas com a adição de 10% de 
água ao sistema (130 bar, 45 °C), obtendo-se 65% de conversão para o óleo de 
oliva, em 6 h. 
Laudani et al (2007) realizaram a síntese de oleato de n-octila por 
esterificação entre o ácido oleico com 1-octanol na razão molar aproximada de 2:3 
(ácido:álcool) catalisada por lipase imobilizada de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM 
IM) (4% em massa em relação a quantidade de ácido). O sistema CO2-SC (100 bar, 
50 °C, 300 rpm) continha água (166,7 μL/g meio reacional), obtendo-se uma 
conversão de 88% em 5 h. Adições de volumes menores ou maiores do que o ótimo 
(166,7 μL/g) levaram a uma redução na conversão.    
Os exemplos mencionados mostram que lipases podem ter um desempenho 
melhorado com a adição de água no sistema CO2-SC. Outro fator importante a ser 
observado é que a água pode atuar como solvente no meio reacional, podendo 





4. MATERIAL E MÉTODOS  
 
Os experimentos apresentados neste trabalho foram desenvolvidos no 
Laboratório de Tecnologia Enzimática e Biocatálise (LTEB) do Departamento de 
Química e no Laboratório de Cinética e Termodinâmica Aplicada (LACTA) do 
Departamento de Engenharia Química, ambos vinculados à Universidade Federal do 
Paraná (UFPR). O fluxograma da estratégia do trabalho está mostrado na Figura 5. 
 
 
FIGURA 5 – FLUXOGRAMA DA ESTRATÉGIA DO TRABALHO 
 
4.1 MATERIAL E REAGENTES 
 
O bagaço de cana foi obtido junto à Usina de Álcool Melhoramentos 
(Jussara, Paraná, Brasil). A semente de girassol e o azeite de oliva da marca Gallo 
(Cargill Agrícola S.A., São Paulo, Brasil) foram adquiridos no mercado local. O CO2 




ácido oleico de grau analítico foi adquirido da Synth (Diadema, São Paulo, Brasil). O 
álcool etílico absoluto P.A. (99,8%) foi adquirido da Alphatec (São José dos Pinhais, 
Paraná, Brasil). Os demais reagentes atenderam o grau analítico e foram utilizados 
sem tratamento prévio. 
 
4.2 PRODUÇÃO DAS LIPASES DE Burkholderia contaminans LTEB11 POR 
FERMENTAÇÃO EM ESTADO SÓLIDO 
 
4.2.1 Microrganismo e manutenção da cepa 
 
Foi utilizada a cepa da bactéria B. contaminans LTEB11, anteriormente 
classificada como B. cepacia LTEB11 (ALNOCH et al, 2018). Esta cepa foi isolada 
no LTEB e inicialmente caracterizada e identificada pelo Centro Pluridisciplinar de 
Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA), na Universidade Estadual de 
Campinas (UNICAMP). O estoque da cepa é preservado em Eppendorfs com meio 
Luria Bertani (LB) (triptona 10 g L-1, extrato de levedura 5 g L-1, NaCl 10 g L-1) com 
40% (v v-1) de glicerol a -18 °C. 
 
4.2.2 Preparação do inóculo 
 
Para o preparo do inóculo de B. contaminans, 1 mL da solução estoque da 
cepa foi inoculado em uma placa de Petri contendo o meio Luria Ágar (LA) (triptona 
10 g L-1, extrato de levedura 5 g L-1, NaCl 10 g L-1, ágar bacteriológico 15 g L-1) 
estéril. A placa foi incubada em estufa bacteriológica a 29 °C por 48 h. Após este 
período, um círculo com diâmetro de aproximadamente 5 mm foi recortado e 
transferido para um frasco Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de meio LB 
estéril. Este frasco foi incubado em agitador orbital a 29 °C e 200 rpm por 
aproximadamente 7 h, até atingir-se uma absorbância entre 0,8 a 1,2 a 600 nm, 
correspondente à fase exponencial de crescimento da bactéria 
(FERNANDES, 2007). 
 





Para a preparação do substrato sólido foi utilizado bagaço de cana lavado 
três vezes com água, seco a 60 °C por 24 h e as sementes de girassol moídas em 
liquidificador. Em seguida, ambos foram tamisados para obtenção de partículas com 
granulometria entre 0,85 e 2,36 mm (SOARES et al, 2013). As umidades dos 
substratos isolados e misturados foram determinadas com 1 g de amostra em 
balança de infravermelho (seção 4.7.4).  
 
4.2.4 Condições-padrão da fermentação em estado sólido 
 
Foram adicionados, em Erlenmeyers de 500 mL, 30 g (base seca) de 
mistura de bagaço de cana e farelo de semente de girassol na proporção 1:1 (m/m), 
sendo umedecida com tampão fosfato (0,1 mol L-1 e pH 7,0), até atingir umidade de 
75% (m/m, base úmida). Em seguida, os Erlenmeyers foram tampados com tampões 
de algodão, autoclavados a 120 °C por 20 min e resfriados à temperatura ambiente. 
Após isto, foram inoculados com 3 mL de inóculo (seção 4.2.2) e incubados em 
estufa a 29 °C por 72 h (SOARES et al, 2013). Após a fermentação, o sólido 
fermentado de Burkholderia contaminans (SFBC) foi congelado a 4 °C em balões de 
fundo redondo de 500 mL, contendo 5 g de SFBC em cada balão, e seco em um 
liofilizador Jouan LP3 (Virgínia, EUA) por aproximadamente 14 h a -45 °C e 0,1 
mbar, até atingir 10% de umidade (m/m, base seca). Este sólido com 10% de 
umidade final foi denominado SFBC seco. Durante a secagem, a umidade foi 
acompanhada por balança de infravermelho (seção 4.7.4). Após a secagem, o SFBC 
seco foi armazenado em sacos plásticos a 4 °C. 
 
4.2.5 Delipidação do sólido fermentado  
 
A delipidação é um procedimento com a finalidade de remoção de lipídeos 
residuais presentes no SFBC seco, pois estes lipídeos podem interferir nas 
determinações das atividades lipolíticas (SALUM et al, 2010). Esse procedimento foi 
realizado para remover os lipídeos residuais do farelo de semente de girassol 
utilizado na FES com a finalidade de determinação da atividade de esterificação 
(seção 4.7.2) e para a lavagem do SFBC seco após as reações de síntese do oleato 




fermentado para a sua posterior determinação da atividade de hidrólise (seção 
4.7.1). 
Para esse procedimento, o SFBC foi lavado três vezes com n-hexano, na 
proporção de 20 mL para cada 1 g de sólido. Em cada lavagem, a mistura foi 
incubada em agitador orbital por 10 min a 200 rpm e 25 °C. Em seguida, o solvente 
foi retirado por filtração e o SFBC retido foi seco em capela de exaustão sobre papel 
filtro qualitativo. 
 
4.3 EFEITO DA EXPOSIÇÃO DO SÓLIDO FERMENTADO AO CO2 
SUPERCRÍTICO 
 
As exposições do SFBC ao CO2-SC foram realizadas em batelada em uma 
célula de equilíbrio com visualização interna (Figura 6). A célula consiste em um 
cilindro de aço inox 316, com capacidade máxima de 27 mL, de diâmetro interno de 
17,2 mm e comprimento de 176 mm. A pressurização do sistema foi realizada por 
meio de uma bomba seringa Teledyne ISCO modelo 260D, equipada com 
controlador de pressão e vazão, com capacidade de 266 mL e pressão máxima de 
7500 psi. Esta unidade é equipada com um sistema de controle de pressão e 
temperatura, o que permite a variação de diferentes condições destas variáveis.  
Os experimentos foram realizados adicionando-se na célula 0,6 g de SFBC 
(base seca). Na sequência, o sistema foi fechado, realizando-se a carga de 13 mL 
de CO2 (correspondentes a aproximadamente 11 g), a massa foi calculada utilizando 
o valor da densidade do CO2 de acordo com a temperatura e pressão de injeção; o 
fluido foi injetado a 15 °C e 100 bar. Os testes foram realizados sob agitação 
magnética, 40 °C e 100 bar. A umidade do SFBC foi determinada antes e após as 
exposições, por secagem das amostras em estufa bacteriológica (seção 4.7.4). As 
análises das atividades de hidrólise foram feitas antes e após as exposições (seção 
4.7.1). O efeito da exposição ao CO2-SC nas atividades de hidrólise foi calculado de 
acordo com a Equação 1, em termos de atividade residual expressa em 
porcentagem. 
 
AH residual = 
Uf
U0
 x 100      ?Equação 1? 




Onde: Uf é a atividade do sólido fermentado após a exposição ao CO2-SC e U0 é a 
atividade do sólido fermentado antes da exposição ao CO2-SC. 
 
 
FIGURA 6 - VISTA GERAL DA UNIDADE EXPERIMENTAL DA CÉLULA DE 
EQUILÍBRIO 
 
4.4 SÍNTESE DO OLEATO DE ETILA EM FRASCOS AGITADOS 
 
A fim de obter resultados em sistema livre de CO2, foram realizados estudos 
preliminares da síntese do oleato de etila em frascos agitados com e sem a 
presença de água no meio reacional. Os experimentos foram realizados em 
triplicata, seguindo a metodologia proposta por Soares et al (2013).  
Para isso, Erlenmeyers de 125 mL vedados com rolha de borracha foram 
preenchidos com 5 g (base seca) de SFBC, correspondente à proporção de 12% da 
massa de ácido oleico adicionada, 147,51 mmol (41,7 g) de ácido oleico e 442,53 
mmol (20,4 g) de etanol, para atingir a razão molar 1:3 (ácido graxo:etanol). As 
reações foram mantidas em agitador orbital a 200 rpm e 40 °C. 
Com o intuito de avaliar o efeito da água na cinética de conversão em éster 
nesse sistema, realizou-se outra triplicata de experimentos com as mesmas 
proporções de reagentes e SFBC, adicionando-se ao meio reacional 3,75 g de água 
destilada, que corresponde a 9% da massa de ácido oleico adicionada.  Esse teor de 





Durante as reações, alíquotas de 500 mg do meio reacional foram coletadas 
e tratadas (seção 4.6). As amostras foram então submetidas à determinação do 
índice de acidez (seção 4.7.5), a partir do qual foram calculadas as conversões em 
éster (seção 4.7.6). 
 
4.5 ESTUDOS DA SÍNTESE DO OLEATO DE ETILA EM SISTEMA 
PRESSURIZADO COM CO2  
 
As reações foram realizadas em batelada em um reator Parr modelo 4598 
de 100 mL de capacidade e pressão máxima de 5000 psi, equipado com controlador 
de temperatura e agitação, com um sistema de agitação mecânica, composto por 
agitador de pás (Figuras 7 e 8). A pressurização do sistema foi realizada por meio de 
uma bomba seringa Teledyne ISCO modelo 260D equipada com controlador de 
pressão e vazão, com capacidade de 266 mL e pressão máxima de 7500 psi.  
Foram realizados experimentos prévios para avaliar a melhor condição de 
agitação do sistema. Os testes foram realizados com rotação nas condições 100, 
200 e 400 rpm e apresentaram pouca diferença nos valores de conversão, porém o 
experimento com a rotação de 200 rpm foi o que gerou melhor valor de conversão. 
Portanto, buscando evitar danos à estrutura física da enzima, mas, ao mesmo 
tempo, garantindo agitação suficiente ao sistema, escolheu-se seguir as reações sob 
200 rpm.  
A síntese de ésteres foi estudada em sistema com e sem CO2 como 
solvente. Para isso o vaso reacional foi preenchido com quantidades definidas de 
SFBC (seção 4.5.2) e em seguida pelo meio reacional composto por 73,76 mmol 
(20,8 g) de ácido oleico e 221,27 mmol (10,2 g) de etanol, pesados previamente em 
béquer de 100 mL. Para os ensaios, a razão molar 1:3 (ácido graxo:etanol) foi 
mantida constante. O sistema então foi fechado e o meio reacional foi incubado a 40 
°C e 200 rpm, essas condições foram mantidas constantes em todos os 
experimentos. Após atingir-se a temperatura definida no experimento, iniciou-se a 
injeção do volume de CO2 no reator, que foi realizada pela bomba seringa com o 
fluido a 15 °C e pressurizado a 100 bar, até atingir a pressão desejada em cada 
experimento. Após o sistema entrar em equilíbrio, de acordo com as condições 
definidas em cada experimento (temperatura e pressão), iniciou-se a contagem do 




Em cada experimento, alíquotas de 500 mg do meio reacional foram 
coletadas no tempo zero e ao término da reação.  Essas amostras foram tratadas 
(seção 4.6) e então submetidas à determinação do índice de acidez (seção 4.7.5), a 
partir do qual foram calculadas as conversões em éster (seção 4.7.6). As análises 
foram realizadas em triplicata. 
Após as reações, foram realizadas as dosagens das atividades de hidrólise 
(seção 4.7.1) e a dosagem da umidade em balança de infravermelho (seção 4.7.4) 
dos SFBC delipidados utilizados nas reações, de forma a monitorar sua atividade 
após cada experimento. A atividade de hidrólise residual foi calculada de acordo 
com a Equação 2 e expressa em porcentagem. 
 
AH residual = 
Af
A0
 x 100      ?Equação 2? 
      
Onde: Af é a atividade do sólido fermentado após a reação e A0 é a atividade do 
sólido fermentado antes da reação. 
 
 
FIGURA 7 - VISTA GERAL DA UNIDADE EXPERIMENTAL DO REATOR PARR 





FIGURA 8 – VASO REACIONAL E AGITADOR DE PÁS 
 
4.5.1 Efeito da pressão na reação de esterificação 
 
O efeito da pressão no sistema foi estudado com a finalidade de verificar a 
melhor quantidade de CO2 no meio reacional. Realizou-se a investigação de 
pressões nos estados subcrítico e supercrítico do CO2 de forma a aumentar a 
conversão em éster. O meio reacional foi composto por 73,76 mmol (20,8 g) de 
ácido oleico e 221,27 mmol (10,2 g) de etanol.  Volumes de CO2 foram injetados 
pela bomba seringa no vaso reacional, em sistema fechado, até atingir a pressão 
desejada. As diferentes pressões estudadas foram: 30, 60, 100 e 150 bar, 
correspondentes a 10, 28, 82 e 89 mL de volume de CO2 adicionado, 
respectivamente. As reações foram realizadas sob as seguintes condições, mantidas 
constantes: 2,5 g (base seca) de SFBC correspondente a 12% em relação à massa 
de ácido oleico, 200 rpm e 40 °C, durante 6 h de reação. Nesses experimentos, as 
injeções dos volumes de CO2 no reator foram realizadas pela bomba seringa com o 
fluido a 15 °C, pressurizado a 100 bar, conforme descrito na seção 4.5, com exceção 
do experimento de 150 bar, no qual a bomba seringa foi pressurizada até a condição 
de pressão desse experimento.  
 





O efeito da quantidade de SFBC adicionada no meio reacional foi estudado 
com a finalidade de verificar sua influência sobre os fenômenos de transferência de 
massa de forma a gerar uma melhor homogeneidade do biocatalisador com o meio 
reacional e aumentar a conversão. O meio reacional foi composto por 73,76 mmol 
(20,8 g) de ácido oleico e 221,27 mmol (10,2 g) de etanol e diferentes quantidades 
de SFBC (base seca): 1250, 1875, 2500 mg, correspondentes à proporção de 6, 9 e 
12% da massa de ácido oleico adicionada, respectivamente. As reações foram 
realizadas sob as seguintes condições, mantidas constantes: pressão de 30 bar 
correspondentes a aproximadamente 10 mL de volume de CO2, 200 rpm e 40 °C, 
durante 6 h de reação.  
 
4.5.3 Efeito do teor de água na reação de esterificação 
 
O efeito do teor de água foi estudado através da adição de vários teores de 
água ao meio reacional. O meio reacional foi composto por 73,76 mmol (20,8 g) de 
ácido oleico e 221,27 mmol (10,2 g) de etanol em diferentes quantidades de água 
destilada: 625, 1250, 1875 e 2500 mg, correspondentes à proporção de 3, 6, 9 e 
12% da massa de ácido oleico adicionada, respectivamente. As reações foram 
realizadas sob as seguintes condições, mantidas constantes: 30 bar 
correspondentes a aproximadamente 10 mL de volume de CO2, 12% de SFBC em 
relação à massa de ácido oleico, 200 rpm e 40 °C, durante 6 h de reação.  
 
4.6 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS 
 
As alíquotas de 500 mg dos meios reacionais coletadas durante todas as 
reações de síntese do oleato de etila foram lavadas três vezes com 1 mL de solução 
saturada de NaCl (para retirada do excesso de etanol), a fração aquosa foi removida 
após cada lavagem. Após a terceira lavagem, foi realizada a secagem das amostras, 
onde a fração orgânica (contendo os ésteres) foi transferida para um Eppendorf 
contendo 50 mg de sulfato de sódio anidro (para retirada dos resquícios de fração 
aquosa). O Eppendorf foi agitado em vórtex por 20 s e mantido em repouso por 30 
min. Em seguida, o material foi centrifugado a 5000×g por 5 min e a amostra tratada 





4.7 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 
4.7.1 Determinação da atividade de hidrólise 
 
A dosagem da atividade de hidrólise foi feita com adição do SFBC seco 
diretamente ao meio reacional pelo método titulométrico em titulador automático do 
tipo pH-STAT da Metrohm, modelo 718 Stat Titrino (Herisau, Appenzell, Suiça). Este 
método baseia-se na titulação dos ácidos graxos liberados pela ação da enzima a 
partir do triacilglicerol presente no azeite de oliva utilizado como substrato.  
Para os ensaios, foi preparada uma emulsão com água destilada com a 
adição de Tris-HCl (2,5 mmol L-1, pH 7,0), CaCl2 (2 mmol L-1), NaCl (150 mmol L-1), 
goma arábica (3% m v-1) e azeite de oliva (67 mmol L-1) (TISS, CARRIERE e 
VERGER, 2001). Esta mistura foi homogeneizada em liquidificador por 15 min. Para 
cada ensaio, 20 mL da emulsão foram adicionados em um vaso reacional equipado 
com termostato (40 °C), sob agitação magnética. O pH do meio reacional foi 
ajustado automaticamente para 7,0 com uma solução de NaOH (0,05 mol L-1) e, 
então, 100 mg de SFBC seco foi adicionado à emulsão, iniciando a reação que foi 
seguida por 5 min.  
As análises realizadas foram feitas em triplicata e a atividade de hidrólise foi 
calculada de acordo com a Equação 3 com base na velocidade inicial da reação, 
que corresponde ao coeficiente angular da reta ajustada aos pontos iniciais de um 
gráfico de volume de NaOH (mL) em função do tempo (s), os quais foram obtidos 




dt  × ?NaOH?× f × FpH
msf
      ?Equação 3? 
 
Onde: dV/dt é a velocidade inicial do consumo de NaOH em mL min-1; [NaOH] é a 
concentração de NaOH da solução utilizada na titulação em μmol mL-1; f é o fator de 
correção da solução de NaOH padronizada (adimensional); msf é a quantidade de 
sólido fermentado seco (g) e FpH é o fator de correção (adimensional) relacionado à 
dissociação parcial do ácido oleico presente no azeite de oliva, de pKa de 6,8. O 
valor de FpH foi calculado com a Equação 4, considerando o pH do ensaio (7,0) 








      ?Equação 4? 
 
Uma unidade de atividade lipolítica (U) foi definida como a quantidade de 
enzima capaz de liberar 1 μmol de ácidos graxos por minuto, nas condições do 
ensaio. A atividade de hidrólise é expressa como unidades de atividade por grama 
de SFBC seco (U g-1SS). 
 
4.7.2 Determinação da atividade de esterificação 
 
A atividade de esterificação do SFBC seco foi avaliada utilizando como 
reação padrão a síntese do oleato de etila a partir de ácido oleico e etanol. A reação 
foi feita em frascos de vidro de 12 mL, contendo 800 a 1000 mg de SFBC delipidado 
(seção 4.2.5) e 10 mL de meio reacional, em um agitador orbital a 200 rpm, a 40°C. 
O meio reacional consistiu em 70 mmol L-1 de ácido oleico e 210 mmol L-1 de etanol 
(razão molar de 1:3), solubilizados em n-hexano. Alíquotas de 100 μL do meio 
reacional foram coletadas para a determinação da concentração de AGL residuais 
pelo método colorimétrico de Lowry e Tinsley (1976) (seção 4.7.3).  
As análises realizadas por esse método foram feitas em triplicata e para os 
cálculos de atividade de esterificação, foi considerada a velocidade inicial do 
consumo de AGL, que corresponde ao coeficiente angular da equação linear 
ajustada aos pontos iniciais (faixa de linearidade) de um gráfico de concentração de 
ácido graxo (μmol) em função do tempo (min). A atividade de esterificação foi 
expressa em unidades de atividade por grama de SFBC seco (U g-1SS), calculada a 








      ?Equação 5? 
    
Onde: dNAGL/dt é a velocidade do consumo de AGL em μmol min-1 e MSF é a 
quantidade de sólido fermentado em g (base seca), sendo, uma unidade (U) de 
atividade enzimática definida como o consumo de 1 μmol de ácido graxo por minuto 





4.7.3 Determinação de ácidos graxos livres por método colorimétrico de Lowry-
Tinsley 
 
Este método foi utilizado para quantificar o teor residual de AGL durante a 
síntese de ésteres catalisada pelo SFBC, em reações em frascos agitados, em 
presença de co-solvente. Trata-se de um método colorimétrico que mede a 
coloração do complexo azul-esverdeado formado entre os íons cobre e os AGL 
solúveis em fase orgânica (LOWRY; TINSLEY, 1976).  
Para o ensaio, adicionou-se 100 μL da amostra em microtubos Eppendorf de 
2,5 mL, que continham 1150 μL de n-hexano e 250 μL do reativo de cor (solução 
aquosa de acetato de cobre II 5% (m v-1) com pH entre 6,0 e 6,2, corrigido 
previamente com piridina). O microtubo foi agitado por 30 s em vórtex e a 
absorbância da fase orgânica foi lida a um comprimento de onda de 715 nm em 
espectrofotômetro Shimadzu modelo UV-1800 (Kyoto, Japão).  
A concentração de ácido graxo no meio foi determinada a partir de uma 
curva de calibração feita previamente com ácido oleico em n-hexano, nas mesmas 
condições do ensaio. Vale ressaltar que o método original utiliza tolueno no lugar do 
n-hexano, mas como foi utilizado n-hexano como co-solvente, optou-se por substituir 
o tolueno por n-hexano por praticidade e por sua menor toxicidade. Esta modificação 
foi feita após verificar que os resultados obtidos com n-hexano foram iguais aos 
obtidos com tolueno (SOARES et al, 2013). 
 
4.7.4 Determinação da umidade 
 
Os teores de umidade para a preparação do substrato sólido e do SFBC 
foram determinados em balança de infravermelho Gehaka modelo IV de 2000 (São 
Paulo, Brasil). Para este ensaio, foi adicionado 1 g de amostra no prato da balança, 
que é programada com temperatura de 105 °C, em modo de auto-secagem até 
variação da umidade menor do que 0,05% (m/m). 
Os teores de umidade após a exposição do SFBC ao CO2-SC foram 
determinados por secagem das amostras em estufa bacteriológica a 60 °C. As 
massas das amostras inicial e final foram pesadas em balança analítica A&D modelo 





4.7.5 Determinação dos ácidos graxos livres e do índice de acidez por titulação 
ácido-base 
 
Este método foi utilizado para quantificar o teor de AGL das matérias-primas 
graxas e o teor de AGL residuais durante a síntese de ésteres. Trata-se de um 
método de titulação alcalina baseado no método Ca 5a-40 da American Oil 
Chemist’s Society (AOCS, 1989).  
Para o ensaio, foram pesados em balança analítica de 50 a 100 mg de 
amostra em um frasco Erlenmeyer de 125 mL. A massa exata foi anotada, e em 
seguida foram adicionados à amostra 20 mL de etanol previamente neutralizado e 2 
gotas de solução indicadora (fenolftaleína 1% em etanol, m/V). Esta mistura foi 
homogeneizada e titulada com uma solução aquosa de NaOH (0,05 mol L-1), até o 
ponto de viragem do indicador (coloração rósea permanente por 30 s). O volume foi 
anotado, e o teor de AGL (TeorAGL) e o índice de acidez (IA) foram calculados pelas 
Equações 6 e 7, respectivamente.  
 
Teor AGL ?%?=
V × ?NaOH? × f × MMAGL × 100
m × 1000




?= V × ?NaOH? ×f × ?????
m
     (Equação 7)?
 
Onde: TeorAGL é o teor de ácidos graxos livres em percentual na amostra; IA é o 
índice de acidez expresso em mg de KOH necessários para neutralizar um grama de 
amostra; V é o volume da solução de hidróxido de sódio consumido na titulação em 
mL; [NaOH] é a concentração da solução de NaOH em mol L-1; f é o fator de 
correção da solução de NaOH padronizada (adimensional); m é a massa da amostra 
em g; MMKOH é a massa molar de KOH (56,11 g mol-1); 1000 é o fator de conversão 
de g para mg; e MMAGL é a massa molar de AGL, para o ácido oleico foi utilizado o 
valor de 282,5 g mol-1. 
 





As conversões em éster das reações de esterificação foram calculadas de 
acordo com a Equação 8. 
 
X ?%?= ?IA0- IAt? ×100
IA0
      (Equação 8) 
  
Onde: IA0 é o índice de acidez da amostra no tempo zero e IAt é o índice de acidez 
da amostra no tempo de reação analisado. 
 
4.7.7 Tratamento estatístico dos dados 
 
Todos os valores apresentados nos gráficos e tabelas correspondem às 
médias dos resultados dos experimentos feitos em triplicata e seguidas dos seus 





?n       (Equação 9) 
 
Onde: s??é o erro padrão da média; xi é o valor de cada resultado individual (x1, x2, 
x3); x? é a média aritmética dos valores xi e n é o número de amostras.  
O tratamento estatístico dos dados foi feito com ferramentas de análise do 
Excel. Para análise de variância, foi aplicado o teste-F e para definir se a hipótese 
nula deveria ser rejeitada ou não, foi aplicado o teste-t de Student, com nível de 
confiança de 95%. Desse modo, para amostras que apresentaram valor de p > 0,05, 
a hipótese nula não foi rejeitada (não houve diferença estatisticamente significativa 





5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 PRODUÇÃO DO SÓLIDO DE FERMENTADO SECO  
 
Neste trabalho, foram utilizados três tipos de SFBC secos. Inicialmente, nos 
experimentos de exposição do SFBC ao CO2-SC, foi utilizado o SFBC seco 
produzido por Dias et al (2017), que apresentou atividade de hidrólise de 73 U g-1SS 
e umidade de 10% (m/m, base seca). Como não havia quantidade suficiente de 
SFBC para a realização de todos os experimentos e a atividade lipolítica deste 
sólido estava baixa, foram produzidos lotes de SFBC nas condições já otimizadas 
por Dias et al (2017).  
Para estudos preliminares da síntese do oleato de etila com a finalidade de 
verificar a influência do teor de água, foi produzido SFBC com umidade maior após a 
secagem e que apresentou 109 U g-1SS de atividade de hidrólise e umidade de 20% 
(m/m, base seca). Posteriormente, para utilização em todos os outros experimentos 
da síntese do oleato de etila apresentados neste trabalho, foram produzidos lotes de 
30 g, com monitoramento quanto às suas atividades de hidrólise (seção 4.7.1) 
durante a produção do sólido fermentado, a fim de verificar a reprodutibilidade dos 
cultivos. Após a produção, os lotes de SFBC secos com atividade lipolítica foram 
misturados resultando um lote final único de 300 g. O lote final apresentou umidade 
de 10% (m/m, base seca), 129 U g-1SS de atividade de hidrólise e 6,5 U g-1SS de 
atividade de esterificação. Como a fermentação é um processo realizado de forma 
manual, há problemas quanto à homogeneidade do inóculo contendo a bactéria no 
material sólido durante o processo fermentativo, o que pode gerar diferença nos 
valores de atividade de hidrólise nos lotes finais de sólidos fermentados secos, 
porém, não houve diferença estatisticamente significativa (p > 0,05) nas atividades 
de hidrólise dos lotes de sólido fermentado secos produzidos.  
O valor da atividade de hidrólise do lote final de SFBC utilizando o mesmo 
substrato foi maior quando comparados aos valores obtidos por Dias et al (2017) e 
Soares et al (2013) (87 U g-1SS), indicando maior atividade lipolítica do SFBC 
produzido de maneira semelhante de acordo com a condição-padrão da FES (seção 
4.2.4).  
O monitoramento da estabilidade da atividade do SFBC foi feito 




que a atividade de hidrólise (129 U g-1SS) se manteve durante o armazenamento por 
3 meses a 4 °C, indicando a estabilidade do SFBC durante o período de realização 
dos experimentos de síntese do oleato de etila (Figura 9). SFBC têm se mostrado 
bastante estável ao armazenamento a 4 °C. Dias et al (2017) relataram a 
manutenção na atividade de esterificação durante 9 meses, enquanto Soares et al 
(2013) relataram a manutenção na atividade de hidrólise durante 12 meses. 
 
 
FIGURA 9 - ESTABILIDADE DA ATIVIDADE DO SÓLIDO FERMENTADO SECO DE 
Burkholderia contaminans LTEB11 DURANTE O ARMAZENAMENTO A 4 ºC  
Atividade de hidrólise: determinada por método titulométrico com azeite de oliva, a 40°C, pH 7,0. Os 
valores plotados são as médias das análises em triplicata ± o erro padrão da média.  
 
5.2 EFEITO DA EXPOSIÇÃO DO SÓLIDO FERMENTADO AO CO2 
SUPERCRÍTICO 
 
Com o objetivo de avaliar a estabilidade do SFBC frente à exposição ao 
CO2-SC, amostras do sólido fermentado foram expostas e, em seguida, foi 
determinada a atividade de hidrólise do SFBC (Tabela 2). Estes experimentos foram 
feitos com SFBC produzido anteriormente por Dias et al (2017) seguindo a mesma 
metodologia descrita na seção 4.2 deste trabalho, porém o SFBC foi seco em coluna 
por fluxo de ar em tubos de cloreto de polivinila (PVC) acoplados em um 

































TABELA 2 – UMIDADE E ATIVIDADE DE HIDRÓLISE DE AMOSTRAS DE SÓLIDO 













Controle - 10 73 ± 1 - 
1 10 7 69 ± 9 94 ± 12 
2 20 8 83 ± 3 114 ± 5 
3 30 9 71 ± 3 98 ± 5 
4 40 7 70 ± 9 95 ± 12 
5 60 7 65 ± 4 89 ± 6 
6 120 7 68 ± 4 93 ± 5 
7 480 7 68 ± 7 93 ± 9 
Condições do ensaio: 0,6 g de SFBC e 11 g de CO2, incubados a 100 bar e 40 °C. A taxa de 
despressurização média foi de 6,7 bar min-1. Os valores de atividade de hidrólise apresentados são 
as médias das análises em triplicata ± o erro padrão da média. 
 
Foi observado que houve pequena redução na atividade de hidrólise nos 
experimentos realizados, porém não houve diferença estatisticamente significativa (p 
> 0,05) na atividade de hidrólise após a exposição do SFBC ao CO2-SC nos 
diferentes tempos de exposição em relação à atividade de hidrólise do controle, 
exceto para o tempo de 20 min onde houve um aumento estatisticamente 
significativo (p < 0,05) na atividade de hidrólise, indicando ativação da lipase. Os 
resultados mostraram que após o tempo máximo de exposição (8 h), as lipases 
presentes no biocatalisador mantiveram a estabilidade, uma vez que a queda na 
atividade de hidrólise residual (93%) não foi significativa, ou seja, a exposição no 
tempo máximo não causou danos prejudiciais às lipases em relação ao seu 
desempenho enzimático. Sendo assim, os resultados indicam que a 100 bar e 40 °C 
não há desnaturação das lipases contidas no SFBC e que estas condições podem 
ser usadas na reação de síntese de éster em CO2-SC. Na Tabela 2, observa-se 
também que o teor de umidade no SFBC após exposição ao CO2-SC diminui, o que 
é provavelmente devido à extração de água do sólido fermentado na etapa de 
despressurização, apesar desta ter sido realizada de forma lenta e o mais constante 




Segundo Melgosa et al (2015), a diminuição na atividade enzimática após a 
exposição ao CO2-SC depende das diferentes condições do ensaio utilizadas, como 
por exemplo pressão, temperatura e tempo de exposição, além disso, a forma em 
que a enzima se encontra, seja livre ou imobilizada, também pode ter influência na 
atividade residual das lipases. Os autores comprovaram, para as lipases de 
Rhizomucor miehei e CALB, nas formas livre e imobilizada que, a atividade 
enzimática residual diminuiu à medida que a pressão (100 e 150 bar), a temperatura 
(35 e 50 °C) e o tempo de exposição (1 e 3 h) aumentavam.  Chen et al (2013a) 
comprovaram estatisticamente que o aumento da pressão (100, 150 e 200 bar) leva 
à diminuição da atividade da lipase livre de Candida rugosa. Por outro lado,  o tempo 
de exposição (10, 25 e 40 min) em condições supercríticas do CO2 (100, 150 e 200 
bar) foi benéfico para lipase livre de Pseudomonas fluorescens. 
Além dos exemplos mencionados anteriormente (Tabela 1, pág. 23) sobre o 
efeito do CO2-SC na atividade de lipases, outros autores estudaram o desempenho 
de lipases realizando a exposição das enzimas ao CO2-SC e aplicando-as em 
biocatálise e comprovaram a eficiência no processo de pré-tratamento da enzima ao 
CO2-SC. Por exemplo, More et al (2018) estudaram a variação de tempo (10 a 120 
min), temperatura (30 a 80 °C) e pressão (80 a 120 bar) na exposição da lipase 
imobilizada Novozym 435 ao CO2-SC e obtiveram condições ótimas para o pré-
tratamento da lipase, tendo estabelecido 1 h de exposição, 100 bar e 50 °C. A 
eficiência do pré-tratamento sob condições otimizadas foi comprovada aplicando a 
lipase pré-tratada na reação de esterificação do glicerol com o ácido caprílico, tendo 
sido obtida conversão de 97,3% em 6 h de reação, que foi três vezes maior em 
relação à abordagem convencional (sem qualquer pré-tratamento) realizada nas 
mesmas condições. A mesma eficiência foi mostrada por Liu et al (2013c), que 
estudaram o efeito do pré-tratamento com CO2 subcrítico e supercrítico na atividade 
de esterificação da lipase imobilizada de Candida rugosa, utilizando como substratos 
da reação ácido láurico e dodecanol. Os autores observaram que a atividade da 
lipase foi aumentada em 19% e 33% sob as pressões de 60 bar e 150 bar, 





5.3 SÍNTESE DO OLEATO DE ETILA UTILIZANDO O SÓLIDO FERMENTADO DE 
Burkholderia contaminans LTEB11 EM FRASCOS AGITADOS 
 
Inicialmente, foram realizados estudos preliminares para caracterizar a 
cinética de conversão do ácido oleico em éster sem a presença de CO2 no sistema, 
para posteriormente comparar com resultados obtidos por Soares et al (2013) 
utilizando o mesmo sistema reacional. Os experimentos da síntese do oleato de etila 
catalisada por SFBC (Figura 10) foram realizados em triplicata e em frascos agitados 
com e sem a presença de água no meio reacional.  
 
 
FIGURA 10 – REAÇÃO DE SÍNTESE DO OLEATO DE ETILA 
 
Em 48 h de reação e sem adição de água no meio reacional, foi obtida 
conversão de 81%. Enquanto que no mesmo tempo de reação, com adição de água, 
foi obtida conversão de 55% e a cinética de conversão apresentou um máximo em 6 
h (61%) e decresceu nos tempos seguintes (Figura 11), pois o excesso de água no 
meio reacional, proveniente da água adicionada somada com a água formada na 
reação, provocou a ocorrência de hidrólise dos ésteres ao longo do tempo. Os 
valores de atividade residual do SFBC após a reação foram de 31 ± 1% e 29 ± 2% 
com água e sem água, respectivamente. 
Em sistema sem adição de água no meio reacional, foi possível obter 
resultado semelhante relatado por Soares et al (2013), que obtiveram 80% de 
conversão em 50 h de reação nas mesmas condições e utilizando os mesmos 
substratos, em frascos agitados. Os autores também estudaram a conversão de 
equilíbrio da reação de esterificação de AGL do óleo ácido da borra de soja com 
etanol catalisada por SFBC e os valores de conversão obtidos experimentalmente 
foram comparados com os valores da conversão de equilíbrio teórica, calculada por 
modelo termodinâmico e considerando a reação entre ácido oleico e etanol como 
reação do modelo. Eles obtiveram, para a reação com razão molar 3:1, 88% de 













assim, eles concluíram que o tempo de reação (48 h) não foi suficiente para atingir-
se o equilíbrio, porém, tempos reacionais maiores diminuiriam a produtividade, então 
eles optaram por padronizar o tempo máximo de reação de 48 h (SOARES et al, 
2013). 
Além disso, Soares et al (2013) também estudaram a adição de água no 
meio reacional da esterificação de AGL do óleo ácido da borra de soja com etanol. 
Os autores obtiveram 92% de conversão sem adição de água e em 48 h de reação, 
enquanto para as reações com adição de 10 e 20% de água (em relação à massa 
de mistura reacional) foram obtidas conversões de 89 e 85%, respectivamente, no 
mesmo tempo reacional. Os autores concluíram que a água adicionada no início da 
reação juntamente com a água produzida na reação influenciou no equilíbrio, 
aumentando a quantidade de componentes hidrofílicos sorvidos no sólido 
fermentado, provocando a diminuição da conversão no equilíbrio da reação. 
 
 
FIGURA 11 – CINÉTICA DA SÍNTESE DO OLEATO DE ETILA EM FRASCOS 
AGITADOS 
Meio reacional: (■) com 3,75 g de água (9% em relação à massa de ácido oleico); (♦) sem água. 
Condições do ensaio: 5 g de SFBC (base seca), mistura reacional com 41,7 g de ácido oleico e 20,4 
g de etanol (razão molar 1:3, ácido graxo:etanol), incubados a 40 °C e 200 rpm por 48 h. Os valores 
plotados são as médias das análises dos experimentos em triplicata ± o desvio padrão da média. 




















5.4 ESTUDOS DA SÍNTESE DO OLEATO DE ETILA EM SISTEMA 
PRESSURIZADO COM CO2 
 
Com o objetivo de avaliar o efeito da pressurização com CO2 na conversão 
da reação de síntese do oleato de etila, foram feitos estudos da variação de 
parâmetros operacionais da reação em reator batelada a fim de determinar as 
melhores condições experimentais. Posteriormente, sob as melhores condições, 
realizou-se a cinética da reação no reator com e sem a presença de CO2. 
 
5.4.1 Efeito da pressão na reação de esterificação 
 
O efeito da pressão sobre o sistema reacional é um fator importante a ser 
estudado, uma vez que a biocatálise em fluidos supercríticos é realizada em 
pressões acima da pressão atmosférica. A pressão pode exercer efeitos sobre a 
função catalítica da enzima de forma a afetar a sua estabilidade e atividade 
(NAGESHA et al, 2004), influenciando na conversão da reação. 
Foram realizados experimentos da síntese do oleato de etila com pressões 
subcríticas do CO2 (30 e 60 bar) e com pressões supercríticas (100 e 150 bar). Além 
disso, foi feito o controle da reação à pressão atmosférica (sem CO2), ou seja, sem 
pressurização com CO2 no sistema, a fim de comparar os valores de conversão 
obtidos (Figura 12).  
A condição na qual se empregou a menor pressão subcrítica (30 bar) 
favoreceu a conversão da reação em 6 h (22,1%) com diferença estatisticamente 
significativa (p < 0,05) quando comparada às demais condições de pressões 
estudadas, o que indica o melhor desempenho do biocatalisador em condição 
branda de pressão. Observa-se também que a adição de 10 mL de CO2 
(correspondente a 30 bar) no meio reacional favoreceu o aumento da conversão, 
uma vez que na reação sem pressurização com CO2 obteve-se 18% de conversão. 
Portanto, para os demais experimentos decidiu-se utilizar 30 bar de pressão, 
correspondendo a um volume de aproximadamente 10 mL de CO2 adicionado ao 







FIGURA 12 – EFEITO DA PRESSÃO NA SÍNTESE DO OLEATO DE ETILA   
Condições do ensaio: 2,5 g de SFBC (base seca) e mistura reacional com 20,8 g de ácido oleico e 
10,2 g de etanol (razão molar 1:3, ácido graxo:etanol), incubados por 6 h a 40 °C e 200 rpm. Volume 
de CO2 adicionado: 10, 28, 82 e 89 mL, de acordo a pressão do CO2, respectivamente. A taxa de 
despressurização variou de 4 a 6 bar min-1. Os valores plotados são as médias das análises em 
triplicata ± o erro padrão da média.  
 
O aumento na pressão do sistema acima do ponto supercrítico do fluido 
pode diminuir o coeficiente de difusão, causando problemas na transferência de 
massa dos substratos até o sítio ativo da enzima (REZAEI et al, 2007a). Estudos 
avaliando várias faixas de pressão são realizados utilizando diferentes lipases. 
Percebe-se que a pressão ótima é variável de acordo com a característica de cada 
sistema e da lipase. Por exemplo, Nagesha et al (2004) estudaram o efeito do 
sistema CO2-SC na faixa de pressão de 120 a 180 bar na esterificação de ácidos 
graxos livres de destilado hidrolisado de soja com butanol, usando lipase comercial 
imobilizada de Mucor miehei e a melhor pressão (122 bar) foi obtida usando a 
metodologia de superfície de resposta. Os autores validaram experimentalmente a 
pressão ótima e obtiveram 95% de conversão em 3 h de reação. Knez e Habulin 
(2002) estudaram o efeito da variação de pressão de CO2-SC na faixa de 65 a 180 
bar na reação de esterificação entre o ácido oleico e etanol usando lipase comercial 
imobilizada de Rhizomucor miehei (LipozymeIM). O aumento da pressão causou 
uma queda na conversão, obtendo-se 45% de conversão a 80 bar e 15% a 150 bar.  
Ainda, foi realizada a dosagem da atividade de hidrólise do sólido 
fermentado utilizado nas reações, que estão representadas através de valores da 

















do sistema causou danos prejudiciais às lipases contidas no SFBC. Com exceção da 
atividade de hidrólise residual na pressão de 150 bar, observa-se que não houve 
diferenças estatisticamente significativas (p > 0,05) na atividade residual das 
amostras de SFBC delipidado após as reações quando comparadas a atividade 
residual do controle da reação, indicando que as pressões de CO2 estudadas não 
foram prejudiciais às lipases. 
  
TABELA 3 – ATIVIDADE HIDRÓLISE RESIDUAL DE AMOSTRAS DE SÓLIDO 
FERMENTADO APÓS REAÇÕES DO EFEITO DA PRESSÃO 
Pressão 
(bar) 
Atividade de Hidrólise 
Residual (%) 
Patm 47 ± 3 
30 39 ± 3 
60 41 ± 4 
100 46 ± 6 
150 32 ± 3 
Atividade de hidrólise inicial de SFBC: 129 ± 29 U g-1SS. Condições da atividade de hidrólise: 
determinada por método titulométrico com azeite de oliva, a 40°C, pH 7,0. Condições da delipidação: 
SFBC foi lavado três vezes com n-hexano (20 mL para cada 1 g de sólido), incubado em agitador 
orbital por 10 min a 200 rpm e 25 °C, o solvente foi retirado por filtração e o SFBC foi seco sobre 
papel filtro qualitativo. Os valores plotados são as médias das análises em triplicata ± o erro padrão 
da média.  
 
5.4.2  Efeito da quantidade de sólido fermentado na reação de esterificação 
 
Como a forma de agitação do reator é mecânica, utilizando-se um agitador 
com pás, a homogeneização entre o SFBC e o meio reacional foi realizada de forma 
diferente dos experimentos em frascos agitados (agitação orbital). Portanto, realizou-
se o estudo da quantidade de SFBC de forma a verificar se a homogeneidade do 
meio reacional por agitação mecânica influenciaria na conversão da reação. Para 
isso, reações de síntese do oleato de etila com diferentes percentuais de SFBC (6, 9 
e 12% de base seca em relação à massa de ácido oleico) foram comparadas (Figura 
13) em relação à conversão em 6 h de reação.  
Quando se utilizou 12% de SFBC, a conversão em éster foi maior (22,1%).  
Esse aumento na conversão se deve ao fato de se utilizar uma maior quantidade de 
catalisador no meio reacional. Soares et al (2013) verificaram que 12% foi a 
quantidade ótima de sólido fermentado, pois o aumento da quantidade de SFBC de 




do oleato de etila. Os autores obtiveram conversões de 80% e produtividades em 
éster de 135 e 112 mg gSS-1 h-1 em 50 h de reação, porém esses estudos foram 
realizados em frascos agitados. Apesar da distinção na forma de agitação em ambos 
os trabalhos (agitação orbital no estudo de Soares et al (2013) e agitação mecânica 
neste estudo), a melhor quantidade de SFBC foi a mesma.  Portanto, a proporção de 




FIGURA 13 – EFEITO DA QUANTIDADE DE SÓLIDO FERMENTADO NA SÍNTESE 
DO OLEATO DE ETILA PRESSURIZADO COM CO2   
Condições do ensaio: 1250, 1875 e 2500 mg de SFBC (base seca), respectivamente, e mistura 
reacional com 20,8 g de ácido oleico e 10,2 g de etanol (razão molar 1:3, ácido graxo:etanol), 
incubados por 6 h a 40 °C e 200 rpm. Pressão de 30 bar é correspondente a aproximadamente 10 mL 
de CO2 adicionado. A taxa de despressurização variou de 4 a 6 bar min-1. Os valores plotados são as 
médias das análises em triplicata ± o erro padrão da média.  
 
5.4.3 Efeito do teor de água na reação de esterificação 
 
Estudos do efeito do teor de água na síntese do oleato de etila foram 
realizados usando dois lotes diferentes de SFBC, ambos produzidos neste trabalho 
nas condições já otimizadas por Dias et al (2017), descritas na seção 4.2: 
preliminarmente, utilizou-se um que possuía umidade de 20% e 109 U g-1SS de 
atividade de hidrólise e posteriormente, outro que contava com 10% de umidade e 
129 U g-1SS de atividade de hidrólise.   
Utilizando SFBC com maior umidade (20%) em estudos preliminares, foram 

















respectivamente em 6 h de reação. Enquanto que foram obtidos no estudo do efeito 
da pressão (seção 5.4.1) aproximadamente 11 e 14% de conversão para as 
pressões 100 e 150 bar, respectivamente no mesmo tempo reacional com o SFBC 
com 10% de umidade. Esses resultados indicaram que o excesso de água presente 
no SFBC, 10% a mais do valor de umidade da fermentação do SFBC nas condições 
padrão, foram satisfatórios para a conversão da reação. Vale ressaltar que os 
experimentos preliminares seguiram as mesmas condições de ensaio da variação de 
pressão abordadas na seção 4.5.1. 
Sendo assim, uma vez que se verificou com os estudos preliminares que 
uma maior umidade no meio reacional foi favorável, realizaram-se, posteriormente, 
estudos da adição de teores de água ao meio reacional com o novo SFBC produzido 
com umidade mais baixa (10%) a fim de estudar uma melhor condição de catálise 
para as lipases, acarretando em melhores conversões. Foi feito também o controle 
da reação sem adição de água, para comparar os valores de conversão obtidos 
(Figura 14).  
 
 
FIGURA 14 – EFEITO DA QUANTIDADE DE ÁGUA NA SÍNTESE DO OLEATO DE 
ETILA PRESSURIZADO COM CO2   
Condições do ensaio: 2,5 g de SFBC (base seca), mistura reacional com 20,8 g de ácido oleico e 
10,2 g de etanol (razão molar 1:3, ácido graxo:etanol) e 625, 1250, 1875 e 2500 mg de acordo com o 
teor de água adicionados ao meio reacional, respectivamente, incubados por 6 h a 40 °C e 200 rpm. 
Pressão de 30 bar é correspondente a aproximadamente 10 mL de CO2 adicionado. A taxa de 
despressurização variou de 4 a 6 bar min-1. Os valores plotados são as médias das análises em 
triplicata ± o erro padrão da média.  
A conversão aumentou até um máximo de 40,6% com a adição de 9% de 



















aumento da conversão com diferença estatisticamente significativa (p < 0,05), uma 
vez que na reação sem adição de água obteve-se 22,1% de conversão. Portanto, 
neste trabalho, foi definido que 9% de água destilada (em relação à massa de ácido 
oleico) é o teor ótimo a ser adicionado no meio reacional, sendo, este valor adotado 
para os experimentos seguintes. 
Em reações catalisadas por lipases, a água tem influência na cinética da 
reação, sendo que um teor de hidratação ótimo é necessário para que a lipase tenha 
melhor conformação e atividade para catalisar a reação (GODDARD et al, 2000). A 
diminuição na atividade catalítica das lipases em teores acima do ponto ótimo de 
água pode ser devido a dois motivos: primeiro, como a reação de esterificação gera 
água como subproduto, o excesso de água no meio reacional mudaria o equilíbrio 
da reação no sentido da hidrólise, diminuindo assim a conversão; no segundo 
motivo, o excesso de água no microambiente da lipase formaria uma barreira 
hidrofílica, o que poderia causar problemas difusionais dos substratos hidrofóbicos e 
acarretaria na perda da atividade catalítica por excesso de álcool na fase hidrofílica, 
causando a desnaturação da enzima (LAUDANI et al, 2007; GODDARD et al, 2000).  
O perfil na forma de sino para o efeito da água no meio reacional, com um 
ponto de máxima conversão, foi observado por outros autores na síntese de ésteres 
do biodiesel catalisada por lipases imobilizadas em presença de CO2-SC (LEE et al, 
2009; DIJKSTRA et al, 2007; LAUDANI et al, 2007; KNEZ & HABULIN, 2002; 
GODDARD et al, 2000; YU et al, 1992; MARTY et al, 1990). As quantidades ótimas 
determinadas para diferentes preparações enzimáticas foram atribuídas às 
diferentes condições reacionais e às diferenças no suporte de imobilização das 
lipases.   
 
5.4.4 Cinética da conversão da síntese do oleato de etila 
   
Até esta etapa deste trabalho, todos os experimentos foram feitos com 6 h 
de incubação. Assim sendo, houve a necessidade de determinar-se o melhor tempo 
para a máxima conversão. Para tanto, foi feita a cinética da reação de síntese do 
oleato de etila em reator Parr. Para comparação, foi feito também o estudo cinético 
da reação em sistema não pressurizado com CO2 (Figura 15). As reações foram 




O perfil cinético (Figura 14) é similar para as reações realizadas com e sem 
pressurização e não houve diferença estatisticamente significativa (p > 0,05) nas 
conversões após 48 h de reação (74,1% e 71,2%, respectivamente).  
 
 
FIGURA 15 – CINÉTICA DA SÍNTESE DO OLEATO DE ETILA EM REATOR PARR 
Meio reacional: (■) sem CO2 (♦) com 10 mL de CO2 (30 bar). Condições do ensaio: 2,5 g de SFBC 
(base seca), mistura reacional com 20,8 g de ácido oleico e 10,2 g de etanol (razão molar 1:3, ácido 
graxo:etanol) e 1875 mg de água, incubados 40 °C, 200 rpm. A taxa de despressurização variou de 4 
a 6 bar min-1 nos experimentos utilizando CO2. Os valores plotados são as médias das análises em 
triplicata ± o erro padrão da média. Quando a barra do erro não é visível, é menor do que o símbolo. 
 
Os resultados obtidos com as curvas cinéticas indicam que a adição de CO2 
na reação modelo da síntese do oleato de etila catalisada por SFBC contendo 
lipases não é eficiente para a obtenção de altas conversões em menor tempo 
reacional, nas condições estudadas. Esses resultados divergem quando 
comparados a outros estudos da síntese de ésteres catalisa por lipases reportados 
na literatura com resultados favoráveis da utilização de sistemas pressurizados com 
CO2, além dos estudos já relatados na seção 3.2.3 deste trabalho.  
Pollardo et al (2017) estudaram a transesterificação de resíduos refinados de 
gordura animal com metanol, na proporção de 14% de metanol em relação a massa 
de gordura animal, catalisada pela variante da lipase B de Candida antarctica (CALB 
1422) imobilizada em resina metacrílica, contendo CO2-SC no meio reacional em um 
reator batelada. Eles obtiveram 87% de conversão após 6 h de reação a 40 °C, 150 



















reação sem CO2-SC, foi obtido 14% de conversão no mesmo tempo reacional a 40 
°C. 
 Santos et al (2017) estudaram a reação de esterificação enzimática do oleato 
de etila realizada na presença de CO2-SC, catalisado pela lipase B de Candida 
antarctica (CALB) imobilizada em quitosana. A conversão máxima foi de 46,9% em 
6,5 h a 29,9 °C, 100 bar, razão molar 4,50:1 (etanol:ácido oleico) e 10% em massa 
de enzima imobilizada, com base na massa de ácido graxo utilizado. Não há relatos 
da realização do controle da reação sem CO2-SC. 
 Taher et al (2014) estudaram a produção de biodiesel a partir de lipídios de 
microalgas extraído de Scenedesmus sp. Os lipídios foram extraídos por CO2-SC e 
posteriormente convertidos em éster metílico de ácido graxo usando a lipase 
Novozym 435 e CO2-SC como meio de reação. A conversão de 80% foi obtida após 
4 h de reação a 50 °C, 200 bar, 35% carga enzimática e razão molar de 9:1 
(metanol:matéria lipídica). Não há relatos da realização do controle da reação sem 
CO2-SC. 
Alguns autores estudaram a síntese do oleato de etila em sistema contendo 
CO2-SC e água no meio reacional, porém a aplicação de sólido fermentado 
contendo lipases nesta reação ainda não está relatada na literatura. Por exemplo, 
Knez e Habulin (2002) estudaram a síntese do oleato de etila catalisada por lipase 
imobilizada de Rhizomucor miehei na presença de CO2-SC e obtiveram 
aproximadamente 50% de conversão após 5 h a 40 °C, 150 bar e 0,1% de massa de 
água em relação à massa de substratos. Yu et al (1992) estudaram a síntese do 
oleato de etila catalisada por lipase imobilizada de Candida cylindracea na presença 
de CO2-SC e obtiveram 30% de conversão após 1 h a 40 °C, 136 bar, 1 mL de água. 
Apesar de não se obter resultados favoráveis na conversão da reação, pode-
se concluir que o CO2 presente no meio reacional não foi prejudicial para o 
desempenho catalítico das lipases contidas no SFBC, uma vez que a reação com 
CO2 atingiu um máximo de conversão semelhante ao sistema sem pressurização 
com CO2. Essa hipótese pode ser comprovada através da dosagem da atividade de 
hidrólise residual do sólido fermentado utilizado nas reações (Tabela 4). Com 
exceção dos tempos de 6 e 12 h, observa-se que não houve diferença 
estatisticamente significativa (p > 0,05) entre as amostras nos dois sistemas (com e 




TABELA 4 – ATIVIDADE DE HIDRÓLISE RESIDUAL DE AMOSTRAS DE SÓLIDO 
FERMENTADO APÓS CINÉTICA DA REAÇÃO EM REATOR PARR 
 Atividade de Hidrólise Residual (%) 
Tempo (h) Com CO2 Sem CO2 
6 37 ± 4 59 ± 9 
12 45 ± 4 28 ± 2 
16 30 ± 6 34 ± 1 
48 24 ± 1 24 ± 2 
Atividade de hidrólise inicial de SFBC: 129 ± 29 U g-1SS. Condições da atividade de hidrólise: 
determinada por método titulométrico com azeite de oliva, a 40°C, pH 7,0. Condições da delipidação: 
SFBC foi lavado três vezes com n-hexano (20 mL para cada 1 g de sólido), incubado em agitador 
orbital por 10 min a 200 rpm e 25 °C, o solvente foi retirado por filtração e o SFBC foi seco sobre 
papel filtro qualitativo. Os valores plotados são as médias das análises em triplicata ± o erro padrão 






Neste trabalho verificou-se que:  
 
1. As lipases contidas no SFBC mantiveram a estabilidade após exposição ao 
CO2-SC durante 8 h a 40 °C e 100 bar.  
 
2. No estudo da pressurização com CO2 no meio reacional da síntese do oleato 
de etila, a condição na qual se empregou uma pressão subcrítica (30 bar) 
favoreceu a conversão da reação, atingindo-se 22,1% em 6 h de reação. Em 
sistema pressurizado com CO2 subcrítico (30 bar), a adição de água ao meio 
reacional proporcionou um aumento na conversão da síntese do oleato de 
etila, com máxima conversão (40,6%) atingida com a adição de 9% de água.  
 
3. As melhores condições para a reação de síntese do oleato de etila catalisada 
por lipases contidas no SFBC na presença de CO2 no sistema foram: razão 
molar 1:3 (ácido oleico:etanol), 12% de sólido fermentado em relação à 
massa de ácido oleico, 9% de água em relação à massa de ácido oleico, 30 
bar, 40 °C e 200 rpm.  
 
4. As melhores condições experimentais da síntese do oleato de etila em reator 
catalisada por lipases contidas no SFBC na presença de CO2 no sistema 
proporcionaram 74,1% de conversão em 48 h de reação, uma diferença 
mínima em relação ao mesmo experimento sem CO2 (71,2%).  
 
A partir dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que a 
pressurização do sistema reacional com CO2 na reação de síntese do oleato de etila 
catalisada por SFBC contendo lipases não é eficiente para o aumento da 






Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que é possível utilizar sólido 
fermentado contendo lipases em reação de esterificação na presença de CO2, 
porém ainda não foi encontrado o ponto ótimo de máxima conversão com tempo 
reacional reduzido. Para isso, as perspectivas para trabalhos futuros são: 
 
1. Otimizar, com pressurização de CO2, a síntese enzimática do oleato de 
etila em relação a razão molar (ácido oleico:etanol), variando a proporção 
de álcool adicionado.  
 
2. Utilizar na reação de síntese de éster álcoois com diferentes tamanhos 
de cadeia, porém mantendo o ácido oleico como substrato.  
 
3. Estudar o efeito do pré-tratamento do sólido fermentado com CO2 para 
sua posterior aplicação na síntese de ésteres. 
 
4. Estudar o efeito da pressurização do sistema na síntese de ésteres 
catalisada pelo sólido fermentado na reação de transesterificação 
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